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IZVLEČEK 
Uvod: Rak je bolezen, oziroma skupek bolezni, za katere je značilna nenadzorovana rast in 
delitev celic. Najpogostejši rak pri moških je rak prostate. Zdravljenje je lahko kirurško, 
obsevalno, hormonsko, kombinirano ali odloženo. Najpogostejše je obsevanje. 
Učinkovitost obsevanja se lahko izboljša z uporabo zdravil-radiosenzibilizatorjev. Namen: 
Namen diplomske naloge je bil ugotoviti, ali je zdravilo GnRHR-Gemicitabin (Gemcitabin 
vezan na peptid, ki se veže na receptor za gonadolinberin (GnRHR)) tarčno zdravilo, s 
katerim bi lahko zdravili rakave celice prostate in če lahko z njim radiosenzibiliziramo 
samo celice raka in ne ostalih celic. Metode dela: Izvedli smo test klonogenosti, ki se 
uporablja za določanje števila celic, ki so ohranile reproduktivno sposobnost. V poskusu 
smo uporabili dve celični liniji humanega raka prostate PC-3 ter DU145 in eno mišjo 
celično linijo raka debelega črevesa MC-38. Najprej smo z metodo kvantitativnega PCR v 
realnem času določili izražanja receptorja GnRHR v vseh treh celičnih linijah. Nato smo 
del vzorca vsake celične linije izpostavili različnim dozam sevanja, del pa kombinaciji 
Gemcitabina z obsevanjem ali GnRHR-Gemcitabina z obsevanjem. Po 14 dneh smo celice 
fiksirali, ter prešteli vidne kolonije. Rezultati: Pokazali smo, da so vse tri celične linije 
uporabljene v študiji občutljive na obsevanje, njihova radiosenzitivnost pa se poveča v 
kombinaciji z Gemcitabinom. Uporaba GnRHR-Gemcitabina pa je povečala 
radiosenzitivnost samo pri celičnih linijah PC-3 ter Du145, medtem ko je le ta pri celični 
liniji MC-38 ostala enaka samo obsevanim celicam. Pri mišji celični liniji MC-38 smo 
pokazali, da se GnRH receptor, na katerega se veže GnRHR-Gemcitabin, ne izraža, 
medtem ko se pri celičnih linijah PC-3 ter Du145 izraža, kar pojasni razlike v učinku 
GnRHR-Gemcitabina v kombinaciji z obsevanjem. Razprava in zaključek: Pri dodatku 
Gemcitabina se radiosenzibilitivnost vseh treh celičnih linij poveča, dodatek GnRHR-
Gemcitabina pa poveča radiosenzibilnost celičnih linij PC-3 ter Du145, ne pa celične linije 
MC-38. S tem smo potrdili, da je GnRHR-Gemcitabin tarčno zdravilo ter 
radiosenzibilizator. 
Ključne besede: rak prostate, radiosenzibilizacija, celične linije, test klonogenosti, 
Gemcitabin, GnRHR-Gemcitabin 
  
  
ABSTRACT 
Introduction: Cancer is a disease or a set of diseases characterized by uncontrolled growth 
and cell division. Prostate cancer is the most common cancer in men. Treatment can be 
surgical, irradiation, hormonal, combined or delayed. The most common is irradiation. The 
effectiveness of irradiation can be improved by the use of drugs called radiosensitizers. 
Purpose: The purpose of the diploma work was to determine whether GnRHR-
Gemicitabin (Gemcitabine bound to a peptide binding to a gonadolinberin receptor 
(GnRHR)) is a targeted drug that can treat cancerous prostate cells and if it is possible to 
radiosensibilize only cancer cells and not healthy cells. Methods: We performed a 
clonogenic assay to determine the number of cells that maintained reproductive capacity. 
We used two cell lines of human prostate cancer PC-3 and DU145, and one murine cell 
line of colon cancer MC-38. We first determined the expression of GnRH receptor in all 
three cell lines with quantitative real time PCR. Then we either irradiated the cells lines or 
irradiate them in combination with Gemcitabine or GnRHR-Gemcitabine. After 14 days, 
the cells were fixed and stained and visible colonies counted. Results: We showed that all 
three cell lines were sensitive to irradiation, and their radiosensitivity increased in 
combination with Gemcitabine. The use of GnRHR-Gemcitabine increased radio-
sensitivity only in the PC-3 and Du145 cell lines, while it remained the same as for the 
irradiated cells in the MC-38 cell line. In the murine cell line MC-38 we showed that the 
GnRH receptor on which GnRHR-Gemcitabine is bound is not expressed, while in the cell 
lines PC-3 and Du145 it is expressed, which explains the differences in the effect of 
GnRHR-Gemcitabine in combination with irradiation. Discussion and conclusion: The 
addition of Gemcitabine increased the radiosensibility of all three cell lines, whereas the 
addition of GnRHR-Gemcitabine increased only the radiosensibility of PC-3 and Du145 
cell lines, but not the MC-38 cell line. Thus, confirming that GnRHR-Gemcitabin is a 
targeted drug and a radiosenzitizor. 
Keywords: prostate cancer, radiosensitization, cell lines, clonogenic assay, Gemcitabine, 
GnRHR-Gemcitabine 
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SEZNAM UPORABLJENIH KRATIC IN OKRAJŠAV 
cDNA Complementary DNA (DeokxyriboNucleic Acid), komplementarna 
DNA (DeoksiriboNukleinska Kislina) 
CO2 Carbon dioxide, ogljikov dioksid 
Ct Cycle threshold, Pražna vrednost 
dFdU Metabolit 2,2´-difluorodeoksiurdin 
dFdUmp Monofosfat derivate 
DMF Dose Modifying Factors, Dozno Modificiran (spremenjen) Faktor 
DNA (DNK) DeokxyriboNucleic Acid, DeoksiriboNukleinska Kislina  
Du145 Human prostate carcinoma, karcinom (rak) prostate pri človeku 
(celična linija) 
FSH Follicle-Stimulating Hormone, Folikel Stimulirajoči Hormon 
GnRH Gonadotropin-Releasing hormone, gonadotropin sproščujoči hormon 
GnRHR Gonadotropin-Releasing Hormone Receptor, receptor gonadotropin 
sproščujočega hormona 
GSG Konjugant Gemcitabina 
Gy Gray, merska enota za absorbirano dozo 
IARC International Agency for Research on Cancer (Mednarodna agencija za 
raziskovanje raka) 
In vitro (latinsko: v steklu) procesi in poskusi, ki potekajo v nadzorovanem 
okolju zunaj organizma 
In vivo (v živem) procesi, ki potekajo v živem organizmu 
LET Linear Energy Transfer, Linearni prenos energije 
LH Luteinzing Hormone, luteinizirajoči hormon 
MARR Mednarodna agencija za raziskovanje raka 
MC38 Murine Colon adenocarcinoma cells, mišje celice adenocarcinoma 
debelega črevesa (celična linija) 
mRNA Messenger RNA (ribonucleid acid), sporočevalna RNA 
(ribonukleinska kislina) 
PC3 Human Prostate adenocarcinoma, človeški adenokarcinom prostate 
(celična linija) 
PCR Polimerase Chain Reaction, polimerazna verižna reakcija 
PSA Prostate Specific Antigen, Prostatični Specifični Antigen 
RNA Ribonucleid acid, ribonukleinska kislina 
SF Surviving Factor, delež preživelih celic 
qRT-PCR PCR (polimerazna verižna reakcija) v realnem času 
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1 UVOD 
Naše telo je sestavljeno iz različnih celic, ki rastejo in se delijo. Pri povečani in 
nenadzorovani delitvi celic pa lahko nastane rak. Rakave celice se širijo v okolna tkiva in 
ovirajo njihovo normalno delovanje. Lahko prodrejo tudi v krvne žile in mezgovnice ter se 
preko njih razširijo po telesu (Borštnar et al., 2016). Rak je dolgo veljal za neozdravljivo 
bolezen. V zadnjem času poteka veliko raziskav, ki bi čim bolj izboljšale zdravljenje in 
hkrati zmanjšale neželene stranske učinke (Gnanapragasam et al., 2005; Angelucci et al., 
2009; Limonta et al., 2012; Palacios et al., 2013; Karampelas et al., 2014). 
Namen naše raziskave je bil določiti ali je zdravilo GnRHR-Gemcitabin tarčno zdravilo za 
zdravljenje rakavih celic prostate, ter če lahko z njegovo uporabo uspešno 
radiosenzibiliziramo samo rakave celice, ne pa zdravih. 
Z rezultati te raziskave bi lahko pripomogli k boljšemu načinu zdravljenja raka prostate. Ta 
raziskava je bila pri nas izvedena prvič. 
1.1 TEORETIČNA IZHODIŠČA 
Teoretična izhodišča so razdeljena na: nastanek in pojavnost raka, rak prostate, zdravljenje, 
radioterapija ali obsevanje, radiosenzibilizatorji, kemoterapija in tarčno zdravljenje z 
Gemcitabinom vezanim na peptid, ki se veže na receptor za gonadoliberin. 
1.1.1 NASTANEK IN POJAVNOST RAKA 
Rak je bolezen oziroma skupek bolezni, za katere je značilna nenadzorovana rast in delitev 
celic (Serša, 2009). Okvarjene so fiziološke funkcije organa, kjer nastaja, poleg tega pa se 
lahko pojavijo oddaljeni zasevki oz. metastaze (Serša, 2015). Po oceni Mednarodne 
agencije za raziskovanje raka (MARR, angl. IARC-International Agency for Research on 
Cancer) je bilo leta 2012 po svetu 14 milijonov novih primerov raka (med moškimi 7,4 
milijona in med ženskami 4,6 milijona). Najpogostejše vrste raka na svetu po incidenci so: 
rak pljuč, dojk, debelega črevesa in danke, prostate in želodca. Število zbolelih za rakom se 
bo v prihodnosti še povečalo (Zadnik, Primic Žakelj, 2018).  
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Rak lahko nastane iz večine celic v organizmu (Slika 1), zato poznamo več kot dvesto 
različnih vrst raka. Proces nastanka je kompleksen, imenujemo ga kancerogeneza 
(Novaković, 2018). Poteka v več stopnjah: iniciacija, promocija in progresija (Torkar, 
2012).  
 
Slika 1: Stopnje v razvoju tumorja 
Med procesom kancerogeneze rakave celice pridobijo določene značilnosti, ki jih 
razlikujejo od normalnih celic. Leta 2000 sta Hanahan in Weinberg objavila model po 
katerem morajo rakave celice pridobiti šest ključnih lastnosti, da bi postale maligne 
(Hanahan, Weinberg, 2000). Nato sta leta 2011 modelu dodala še 4 nove lastnosti 
(Hanahan, Weinberg, 2011). Med njih sodijo: 
 samozadostnost v proizvodnji rastnih signalov, 
 neobčutljivost na zaviralce rasti, 
 izogibanje celični smrti (apoptozi), 
 zmožnost neomejenega podvojevanja, 
 vzpostavitev stalne tvorbe žil, potrebnih za rast tumorja-angiogeneza, 
 sposobnost invazije v tkiva in metastaziranja-zmožnost zasevanja, 
 dereguliran (spremenjen) celični metabolizem, 
 genomska nestabilnost in mutacije genoma, 
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 izogibanje delovanju imunskega sistema,  
 vzpostavitev (aktivacija) vnetja, ki pospešuje rast tumorja. 
1.1.1.1 RAK PROSTATE 
Prostata je moška spolna žleza. Ima obliko kostanja in je normalno velika približno 20 cm
2
. 
Leži posteriorno od sramne kosti in anteriorno od rektuma neposredno pod sečnim 
mehurjem. Skozi prostato poteka sečnica, skozi katero se izloča seč in semenska tekočina 
(Bhavsar, Verma, 2014). Tri najpogostejša obolenja prostate so: benigna hiperplazija 
prostate, rak prostate in prostatitis (vnetje prostate) (Aaron et al., 2017). 
Najpogostejši rak pri moških je rak prostate. Incidenca obolelih v letu 2014 v Sloveniji je 
znašala 138 novozbolelih na 100.000 moških (19 % vseh na novo odkritih rakov). 
Dejavniki tveganja so: starost, dednost in rasa (Hawlina et al., 2018). Način zdravljenja 
raka prostate je odvisen od več dejavnikov: stadija bolezni, ocene po Gleasonu, vrednosti 
PSA, pričakovane življenjske dobe in bolnikove želje (Hawlina et al., 2018).  
1.1.2 ZDRAVLJENJE 
Poleg lokalnega zdravljenja kamor uvrščamo radioterapijo in kirurgijo, poznamo še 
sistemsko zdravljenje, kamor sodijo kemoterapija, hormonsko ter biološko zdravljenje. 
Danes vse več bolnikov z rakom zdravimo s kombinacijo različnih metod zdravljenja 
(Snoj, Čufer, 2007). 
Zdravljenje raka prostate je lahko kirurško, obsevalno, hormonsko, kombinirano ali 
odloženo-bolnike samo spremljamo in opazujemo. Eden izmed najpogostejših načinov 
zdravljenja raka prostate je obsevanje, pri katerem ločimo: radikalno, pooperativno in 
reševalno obsevanje. Radikalno obsevanje je lahko notranje-brahiradioterapija ali zunanje-
teleradioterapija (Novaković et al., 2009).  
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1.1.2.1 RADIOTERAPIJA ALI OBSEVANJE 
Obsevanje je zdravljenje s pomočjo visokoenergijskih ionizirajočih žarkov, ki uničijo 
rakave celice. Je lokalno usmerjeno na obolelo mesto. Pri nekaterih oblikah raka se 
obsevanje uporablja kot samostojna metoda, večinoma pa se kombinira z ostalimi 
metodami zdravljenja. Poleg kirurgije predstavlja obsevanje temeljno zdravljenje pri kar 
40 % bolnikov z rakom, ki preživijo pet let ali več (Oblak, Anderluh, 2017). Sevanje 
močno poškoduje kromosome in DNA ter onemogoči celično delitev. Nekaj celic odmre 
takoj po obsevanju (neposredni učinek sevanja), večina pa kasneje (Zrimec Križman, 
2014). Glede na vir ionizirajočega sevanja v odnosu z bolnikom radioterapijo delimo na: 
teleterapijo - vir je zunaj bolnikovega telesa in brahiterapijo - vir je v bolnikovem telesu. 
Kljub direktnemu obsevanju rakavega tkiva, pride tudi do poškodb zdravega tkiva ob 
tumorju. Poškodbe so odvisne od radioobčutljivosti celic določenega tkiva in hitrosti 
delitve celic v tkivu (Novaković et al., 2018).  
1.1.2.2 RADIOSENZIBILIZATORJI 
Učinkovitost obsevanja se lahko izboljša z uporabo zdravil, ki imajo to lastnost, da 
povečajo občutljivost celic na obsevanje. Taka zdravila imenujemo radiosenzibilizatorji. 
Eden izmed citostatikov, ki je tudi radiosenzibilizator je Gemcitabin. Gemcitabin, je 
citostatik, ki ga uvrščamo v skupino antimetabolitov (Obreza, 2009). Aktivira se pod 
vplivom celičnih encimov in veže v kromosomih na deoksiribonukleinsko kislino (DNA) 
kar prepreči celično delitev (Štabuc, 1998). 
1.1.2.3 KEMOTERAPIJA 
Glavna naloga kemoterapije je ustavljanje rasti in delitve rakavih celic. Ker v večini ni 
izrazito specifična, prizadene tako rakava kot tudi zdrava tkiva ter povzroča številne 
stranske učinke (Kores Plesničar, Plesničar, 2012). Citostatiki delujejo na različne faze 
celičnega cikla in se pogosto uporabljajo v kombinaciji po dva ali več skupaj - 
polikemoterapija, lahko pa tudi samostojno – monokemoterapija (Krumpak, 2005). 
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Eden izmed možnih pristopov kako izboljšati zdravila/citostatike je, da se jim poveča 
njihova specifičnost na tak način, da učinkujejo samo na rakave celice, ne pa na zdrave 
celice organizma. Taka zdravila imenujemo tarčna zdravila.  
1.1.2.3.1 TARČNO ZDRAVLJENJE Z GEMCITABINOM VEZANIM 
NA PEPTID, KI SE VEŽE NA RECEPTOR ZA 
GONADOLIBERIN 
Gonadoliberin ali GnRH (angl. Gonadotropins releasing hormone) ali sproščevalni hormon 
gonadotropinov je dekapeptidni hormon, ki ga izloča hipotalamus. Njegova vloga v 
organizmu je, da vzpodbuja izločanje gonadotropinov FSH in LH (različne amplitude 
izločanja GnRH pospešujejo izločanje enega ali drugega); v adenohipofizi deluje kot 
nevromodulator (Snoj, 2011). Dokazano je bilo, da je na celicah raka prostate povečano 
izražanje receptorja za GnRH (GnRHR) (Limonta et al., 2012), kar je pomembno, ker bi 
lahko na tak način omogočili tarčni vnos različnih citostatikov specifično v rakave celice.  
GnRHa (agonist gonadotropin sproščujočega hormona) ima bolj neposredno 
protirakotvorno vlogo pri človeškem raku prostate. Gnanapragasam et al. (2005) so z 
raziskavami in vitro dokazali, da ima GnRHa močan antiproliferacijski učinek na rakave 
celice prostate, ki so odvisne ali neodvisne od androgenov, in sicer z zaviranjem mitogenih 
učinkov androgenov in peptidnih rastnih faktorjev. Z raziskavo, ki so jo izvedli so 
dokazali, da GnRHa, ki deluje skozi GnRHR, posreduje neposredni protirakotvorni učinek. 
V tem raziskovalnem modelu neposredni zaviralni učinek GnRHa ni viden na stopnji raka 
prostate odvisnega od androgenov, kjer je primarna vloga zaviranje testosterona. Pri raku 
prostate neodvisnega od androgenov pa ima GnRHa neposreden protirakotvorni učinek. 
Bistveno je, da tak odziv zahteva visoko stopnjo izražanja GnRHR prostate. V članku 
Angelucci et al. (2009) so zapisali, da imajo analogi GnRH poleg vpliva na os 
hipotalamus-hipofiza tudi neposreden, predvsem zaviralni učinek na razmnoževanje 
rakavih celic prostate in vitro. Specifični vezni prostori za GnRH na membrani celičnih 
linij različnih rakov na prostati (RP) pri podganah in človeku in nastanek peptidov, ki so 
podobni GnRH v prostati, nakazujejo na lokalni parakrini in avtokrini sistem GnRH v 
prostati. Rast celic raka na prostati, odvisnih ali neodvisnih od androgenov, ki so bile 
vcepljene v gole miši in podgane, se lahko zavira z agonističnimi in/ali antagonističnimi 
analogi GnRH.  
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Karampelas et al. (2014) so raziskovali razvoj inovativne strategije za izdelavo presnovno 
stabilnega analoga Gemcitabina, ki bi lahko bil selektivno dostavljen v celice raka prostate 
(RP) na podlagi površine celic, kjer je izražen receptor gonadotropin sproščujočega 
hormona (GnRHR). Konjugirane molekule so bile sestavljene iz Gemcitabina, ki je 
povezan z agonistom GnRH. Raziskava je potekala v modelih raka prostate, ki je odvisen 
od androgenov. Konjugant, ki je bil najbolj učinkovit pri in vitro raziskavah je bil GSG, 
kjer je bila prikazana visoka antiproliferacijska dejavnost v celičnih linijah raka prostate z 
izrazitimi presnovnimi in farmakokinetičnimi prednostmi v primerjavi z Gemcitabinom. 
Predstavili so zdravljenje miši, ki so pozitivne na GnRHR z GSG in dokazali izrazito 
prednost pri zaviranju rasti tumorja v primerjavi z Gemcitabinom (Karampelas et al., 
2014). Do sedaj je bilo razvitih več derivatov GnRH, ki so usmerjeni v te receptorje v 
različnih rakavih celicah, povezanih in nepovezanih z razmnoževalnim sistemom, njihov 
namen pa je dostava protirakavih zdravil specifično v tumor (Limonta et al., 2012).  
Predklinični rezultati, ki prikazujejo neposredno protirakavo dejavnost agonistov in 
antagonistov GnRH, vodijo k naslednjih utemeljitvam:  
1) če se uporabljajo za zdravljenje steroidno odvisnih rakavih tvorb, lahko analogi GnRH 
vplivajo neposredno na protirakavo dejavnost;  
2) analogi GnRH se lahko uporabljajo tudi za zdravljenje tumorjev, ki so hormonsko 
neodvisni (kot je rak prostate, ki je odporen proti kastraciji); in  
3) možna je klinična uporaba analogov GnRH, ki se lahko uporabi pri tumorjih, ki niso 
povezani z razmnoževalnim sistemom, toda izražajo GnRHR.  
Če povzamemo, lahko GnRHR dojemamo kot učinkovito molekularno tarčo za razvoj 
novih zdravljenj na osnovi analogov GnRH (agonisti in antagonisti) za tumorje, pri katerih 
se ti receptorji pojavljajo (Limonta et al., 2012). 
Razumevanje, kako se rakave celice odzivajo na ionizirajoče sevanje, je izboljšalo 
razumevanje radiacijske odpornosti. To je vodilo v razvoj strategij za povečanje 
radioobčutljivosti in izboljšanje terapevtskega indeksa radioterapije pri pacientih z rakom 
prostate. Najnovejše raziskave so pripomogle k razumevanju in prepoznavanju najvišjega 
odmerka sevanja, ki je potreben za zdravljenje raka na prostati. Torej, nadaljevanje z 
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višanjem odmerkov sevanja mogoče ne bo pokazalo klinične prednosti in je toksično za 
normalna tkiva. Drugi način za izboljšanje terapevtske učinkovitosti sevanja je povečanje 
radiosenzitivnosti celic na sevanje. . Omejeni klinični preizkusi pri pacientih z rakom na 
prostati podpirajo radiosenzitivne snovi, zato je to področje obetajoče in potrebno 
nadaljnih raziskav (Palacios et al., 2013). 
Eno izmed zdravil za zdravljenje raka je Gemcitabin, ki je citostatik, ki ga uvrščamo v 
skupino antimetabolitov (Obreza, 2009). Aktivira se pod vplivom celičnih encimov in veže 
v kromosomih na deoksiribonukleinsko kislino (DNA) kar prepreči celično delitev 
(Štabuc, 1998). Slaba stran Gemcitabina je hitra metabolna inaktivacija, saj se pri vnosu 
več kot 90 % Gemcitabina spremeni v nedejaven metabolit 2,2´-difluorodeoksiuridin 
(dFdU) in njegov monofosfat derivat (dFdUmp). Druga slabost terapije z Gemcitabinom 
je, da tumor po začetni regresiji razvije odpornost na zdravilo, ki se kaže kot pomanjkanje 
nukleozidnih prenašalcev. Obstajajo številne študije, da bi terapevtski indeks povečali s 
kemijskimi spremembami, ki bi izboljšale farmakinetiko Gemcitabina ali zmanjšale 
rezistenco na zdravilo. Pri oblikovanju konjugatov GnRH-Gemcitabina želijo izboljšati 
naslednje: 
 zmanjšati presnovno inaktivacijo Gemcitabina, 
 usmerjena dostava – zdravilo bi bilo dostavljeno direktno v tumor z vezavo na 
peptid, ki se veže na receptor na površini rakave celice, 
 zmanjšanje povzročene rezistence (odpornosti) – konjugacija ponuja Gemcitabinu 
vstopno pot v celico preko GnRHR, kar je ključna prednost pri zdravljenju 
tumorjev, ki razvijejo pomanjkanje nukleozidnih prenašalcev (Karampelas et al., 
2014).  
Uporaba Gemcitabina vezanega na peptid, ki cilja GnRHR, bi torej omogočila, da vnesemo 
Gemcitabin samo v rakave celice, ki jih potem tudi radiosenzibiliziramo, medtem ko 
zdrave celice okoli tumorja, v katere GnRHR-Gemcitabin ni vstopil, ne 
radiosenzibiliziramo ter jih ne uničimo. Na tak način bi torej lahko povečali učinkovitost 
obsevanja raka prostate brez, da bi oškodovali zdravo okoliško tkivo (Palacios et al., 
2013). 
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2 NAMEN 
Namen diplomske naloge je ugotoviti ali je zdravilo GnRHR-Gemcitabin tarčno zdravilo 
za zdravljenje rakavih celic prostate, ter če lahko z njegovo uporabo uspešno 
radiosenzibiliziramo samo rakave celice, ne pa zdravih. 
Na podlagi pregleda literature in raziskave smo si zastavili dve raziskovalni vprašanji: 
- Ali bo zdravilo »GnRHR-Gemcitabin« specifično za celice raka prostate, torej bo 
tarčno zdravilo? (Špela Temnikar) 
- Ali lahko z uporabo »GnRHR-Gemcitabina« radiosenzibiliziramo celice raka 
prostate, ne pa ostalih celic? (Lucija Kozjek-Mencinger) 
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3 METODE DELA 
Pri izdelavi diplomske naloge smo uporabili deskriptivno in eksperimentalno metodo.  
Deskriptivna metoda je postopek, s katerim opisujemo dejstva, procese in predmete tako v 
naravi, kot v družbi ter empirično potrjujemo njihove odnose, vezi, vendar brez 
znanstvenega pojasnjevanja in tolmačenja. Splošno je uporabljena v 
znanstvenoraziskovalnem delu, predvsem v začetnih fazah raziskovanja. Cilj je opisati 
predmet ali pojav, ki ga raziskujemo, poleg pa postavljamo tudi osnovne hipoteze in 
pojasnjujemo pojave, ki jih raziskujemo (Ivanko, 2007). 
Eksperimentalna metoda je postopek, pri katerem opazujemo pojav, ki ga raziskujemo pod 
točno določenimi pogoji. Spada med osnovne in najznačilnejše raziskovalne metode. 
Pomen je preverjanje dejstev, ki so že odkrita, a še niso dovolj zanesljiva. Na podlagi 
dejstev ugotovimo splošne zakonitosti in potrdimo določene hipoteze. Eksperiment je 
organizirano in popolno opazovanje, kjer raziskovalec ne sodeluje aktivno, 
eksperimentator pa (Ivanko, 2007). V diplomski nalogi smo izvedli tako imenovani »Test 
klonogenosti«, pri katerem smo določevali koliko celic je sposobnih ohraniti reproduktivno 
sposobnost. Pri samem testu po izpostavitvi celic molekulam/reagentom/snovi/sevanju, ki 
jo testiramo, so samo celice, ki so ohranile reproduktivno sposobnost zmožne tvorjenja 
kolonij. Delež preživelih celic, ki so zmožne tvorjenja kolonij, normaliziran na kontrolno 
netretirano skupino, nam pove citotoksičnost testirane molekule/reagenta/snovi/sevanja. 
Test je uporaben samo za celične linije, ki so zmožne tvorjenja kolonij. Čas izvedbe je 10 – 
14 dni. 
Raziskava je bila izvedena na Onkološkem inštitutu, na Oddelku za eksperimentalno 
onkologijo, Onkološkega inštituta v Ljubljani v okviru programa P3-0003 financiranega s 
strani Javne agencije za raziskovalno dejavnost Republike Slovenije (ARRS). 
Dobljene rezultate raziskave smo analizirali ter statistično obdelali v programu GraphPad 
Prism. Uporabili smo enosmerno analizo variance ANOVA, kateri je sledil neparametrični 
test Kruskal-Wallis. 
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3.1 CELIČNE KULTURE - GOJENJE CELIC 
V poskusih smo uporabili dve celični liniji humanega raka prostate PC-3 (ATCC, ZDA) ter 
DU145 (ATCC, ZDA) in eno mišjo celično linijo raka debelega črevesa MC-38 (Kerafast, 
ZDA). V poskusih in vitro smo celice gojili v plastičnih flaškah za gojenje celičnih kultur v 
gojiščih HAM-F12 (PC-3) (Gibco, ZDA), MEM (Du145) (Gibco) ter DMEM (MC38) 
(Gibco). Gojišča smo obogatili s fetalnim telečjim serumom (FBS; Gibco) v končni 
koncentraciji 10 %, mu dodali glutamin (10 mM; Gibco) ter antibiotika kristacilin (1mL/L) 
(Pliva d.d., Zagreb, Hrvaška) ter gentamicin (350 µl/L)) (Krka, Novo mesto, Slovenija). 
Celice smo gojili v inkubatorju (Slika 2) pri 37 °C in 5 % atmosferi CO2, z rutinskim 
presajanjem dvakrat na teden (z uporabo 0,025 % raztopine tripsina z dodatkom 0,75 mM 
EDTA) (Sigma Aldrich). Za poskuse smo uporabljali celice v eksponentni fazi rasti. 
  
Slika 2: Gojenje celic v inkubatorju na 37°C, 5% CO2 
3.2 IZOLACIJA mRNA IZ CELIC, REVERZNA TRANSKRIPCIJA 
(RT) IN KVANTITATIVNI PCR V REALNEM ČASU 
Prisotnost receptorja GnRHR v uporabljenih celičnih linijah smo določevali z merjenjem 
izražanja količine mRNA- GnRHR v celicah. Celične linije PC-3, Du145 ter MC38 smo 
nasadili v flaške za celične kulture. Iz 1 × 10
6
 celic smo z uporabo kompleta peqGOLD 
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Total RNA Kit (VWR, USA) izolirali celokupno RNA po navodilih proizvajalca. 
Koncentracijo izolirane RNA smo izmerili spektrofotometrično, z merjenjem absorbcije 
svetlobe pri valovni dolžini 260 nm. Prisotnost proteinov v vzorcih mRNA smo ovrednotili 
s primerjanjem absorbance pri 260 nm in 280 nm, pri čemer je vrednost A260/A280 ≥ 1,8 
predstavljala primerno čistost vzorcev, prisotnost fenolov pa s primerjanjem razmerja 
absorbance pri 230 nm in 260 nm, pri čemer je vrednost A230/A260 ≥ 2 predstavljala 
primerno čistost vzorcev. 
Za reverzno transkripcijo (RT) RNA v cDNA smo uporabili komplet SuperScript® 
VILO
TM 
cDNA Synthesis Kit (ThermoFisher) ter sledili navodilom proizvajalca. 
Za določanje količine tarčne cDNA smo izvedli kvantitativni PCR v realnem času (qRT-
PCR) z uporabo naprave QuantStudio 3 (ThermoFisher) (Slika 3) v ustreznih mikrotitrnih 
ploščah s 96 jamicami (VWR). Za qRT-PCR smo uporabili reakcijsko mešanico 
PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix ter specifične primerje, ki so se prilegali na 
mRNA GnHR-R. Za humani celični liniji PC-3 ter Du145 smo uporabili primerje 
proizvajalca IDT (Hs.PT.58.40826659.g) za mišjo celično linijo MC-38 pa primerje 
proizvajalca IDT (Mm.PT.58.30487426). Pri humani celičnih linijah smo kot interno 
kontrolo uporabili primerje za humani β-aktin (smiseln: ACCTTCTACAATGAGCTGCG, 
protismiseln: CCTGGATAGCAACGTACATGG) ter pri mišji celični liniji primerje za 
mišji β-aktin (smiseln: GAAGTGTGACGTTGACATCC, protismiseln: 
ACTCATCGTACTCCTGCTTG). Med procesom pomnoževanja cDNA je računalnik 
zbiral podatke o fluorescenci in jih s pomočjo programa na koncu prikazal v grafični 
obliki. Po končanem procesu pomnoževanja smo določili bazno linijo v začetnih fazah 
pomnoževanja, ko je fluorescenca produkta nižja od fluorescence ozadja (prvih 3-10 
ciklov). V eksponentni fazi pomnoževanja, ko je intenziteta fluorescence značilno različna 
od fluorescence ozadja, smo določili linijo pražne vrednosti (ang. threshold). Nato smo za 
vsak vzorec določili cikel, ko krivulja preseže linijo pražne vrednosti (t. i. vrednost Ct). Na 
osnovi vrednosti Ct smo primerjali podatke med seboj. Vrednost Ct je obratno sorazmerna 
z začetnim številom kopij tarčne mRNA, in tako več začetne mRNA pomeni, da 
fluorescenca vzorca preseže fluorescenco ozadja pri nižjem številu ciklov. Za analizo 
podatkov smo uporabili metodo relativne kvantifikacije, s katero smo določili razmerje 
med številom kopij oz. količino gena, ki smo ga analizirali (GnHR-R), in referenčnim 
genom (β-aktin). 
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Slika 3: QuantStudio 3 Real-Time PCR System 
3.3 DOLOČANJE VPLIVA OBSEVANJA NA CELICE 
Celice lahko obsevamo z različnimi vrstami ionizirajočih sevalcev. V naši raziskavi smo 
celice obsevali s hitrostjo doze 1,728 Gy/min (U= 200 kV, I=9,2 mA) z aparatom Gulmay 
MP1-CP225 X-ray sistem (Gulmay Medical Ltd.) (Slika 7) z 0,55 mm bakrenim ter 1,8 
mm aluminijevim filtrom. Sposobnost preživetja celic pa ugotavljamo s sposobnostjo 
ohranitve reprodukcijske zmožnosti teh celic – sposobnost tvorjenja klona ali kolonije 
celic. Primerjava sposobnosti preživetja celic z obsevanjem in celic brez obsevanja nam 
pokaže delež preživelih celic pri določenem odmerku ali določeni vrsti sevanja. Delež 
preživelih celic nam pove, kakšen je učinek sevanja na določeno vrsto celic ali kako 
učinkovito je sevanje ubijalo celice v pogojih in vitro. Izguba reprodukcijske integritete 
celic v odvisnosti od doze sevanja dokazuje citotoksični učinek sevanja, kar lahko 
predstavimo v obliki krivulje preživetja. Krivulja preživetja celic ima značilno obliko za 
določeno vrsto ionizirajočega sevanja in nam pove kako le to vpliva na celico. Krivuljo 
narišemo v semilogaritemski koordinatni sistem, kjer na linearno x os nanašamo dozo 
sevanja, na logaritemsko y os pa delež preživelih celic. Verjetnost poškodbe na DNA po 
obsevanju je naključen dogodek, zato je preživetje celic eksponentna funkcija prejete doze 
sevanja. Za ionizirajoče sevanje je značilno, da je verjetnost zadetka tarče v celici in njene 
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poškodbe naključna – z določeno dozo ne poškodujemo natančno določenega števila celic, 
ampak le neki delež obsevanih celic. Vedno obstaja verjetnost, da nekatere celice ne bodo 
poškodovane. Ločimo krivuljo preživetja celic za redko in gosto ionizirajoče sevanje: več 
tarč-en zadetek in ena tarča-en zadetek (Slika 4).  
Model ena tarča-en zadetek je značilen za gosto ionizirajoče sevanje, kjer je visoka 
vrednost LET (Slika 5). Strmina krivulje pomeni, da so celice bolj občutljive na sevanje. 
Strmejša krivulja pomeni večjo občutljivost celic na sevanje (umiranje celic z apoptotsko 
smrtjo), če pa je krivulja bolj ukrivljena, pomeni, da so celice umirale z mitotosko smrtjo.  
Model več tarč-en zadetek je značilen za redko ionizirajoče sevanje, kjer je nizka vrednost 
LET (slika 6). Ukrivljen začetni del krivulje nam pove, da se mora nabrati več poškodb za 
smrt celice. Ta del krivulje preživetja prikaže sposobnost celic popravila subletalnih 
poškodb ionizirajočega sevanja. Pri večjih dozah celice umirajo po modelu ena tarča-en 
zadetek. Večji nagib krivulje nam pove večjo stopnjo radiosenzitivnosti celic (občutljivost 
celic na sevanje) (Serša, 2004).  
 
Slika 4: Krivulja preživetja celic po modelu več tarč – en zadetek in ena tarča – en zadetek 
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Slika 5: Krivulja preživetja celic pri obsevanju z gosto ionizirajočem sevanju (ena tarča – 
en zadetek). Strmejša krivulja prikazuje večjo stopnjo občutljivosti celic na sevanje. Za 
enak delež preživetja celic je potrebno celice A obsevati z večjo dozo kot celice B. 
 
Slika 6: Krivulja preživetja celic pri redko ionizirajočem sevanju (več tarč – en zadetek). 
Začetni del krivulje prikazuje, da so celice sposobne popraviti subletalne poškodbe 
ionizirajočega sevanja. Pri večjih dozah umirajo celice po načelu, da je potrebno zadeti 
samo eno kritično tarčo v celici z enim samim zadetkom. 
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3.3.1.1 TEST KLONOGENOSTI 
Z uporabo testa klonogenosti se določa preživetje celic, ki so ohranile reprodukcijsko 
sposobnost. Test je primeren samo za celične linije, ki so zmožne tvorjenja kolonij. S tem 
testom določimo stopnjo preživelih celic glede na začetno število nasajenih celic. 
Uporablja se za testiranje učinkovitosti radioterapije in učinkovitosti citotoksičnih 
učinkovin. Primerja se reprodukcijska sposobnost obsevanih v primerjavi z neobsevanimi 
celicami (Slika 9, 10, 11-slike prikazujejo celice, ki so bile obsevane z 0 Gy in 6 Gy, ker so 
tako najbolj očitno prikazane razlike v morfologiji celic). Celica, ki ohrani reprodukcijsko 
integriteto, je klonogena celica. Preživele klonogene celice, z ohranjeno reprodukcijsko 
integriteto se namnožijo v klon ali kolonijo, število teh pa se uporablja za ocenjevanje 
sposobnosti preživetja celic. Po določeni absorbirani dozi sevanja nam delež preživelih 
celic pove, kakšen je učinek sevanja na določeno vrsto celic oziramo s kakšno 
učinkovitostjo je sevanje ubilo celice v razmerah in vitro (Serša, 2004). 
  
 
Slika 7: Rentgenski aparat, kjer so bile celice obsevane z 2 Gy, 4 Gy in 6 Gy 
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V naših poskusih smo iz vzorca celic, ki je bil izpostavljen različnim dozam sevanja ter 
kombinaciji Gemcitabina z obsevanjem ali GnRHR-Gemcitabina z obsevanjem, na plošče 
s šestimi jamicami v šestih paralelkah nasadili različno število celic. Število celic je bilo 
odvisno od uporabljene celične linije ter terapije. Kolonije, ki so zrasle iz reproduktivno 
sposobnih celic, smo po 12–14 dneh fiksirali in obarvali s kristal vijoličnim barvilom 
(Sigma) (Slika 8), raztopljenim v absolutnem etanolu. Po štetju makroskopsko vidnih 
kolonij (več kot 50 celic/kolonijo) smo iz razmerja med številom zraslih kolonij in 
številom nasajenih celic določili uspešnost nasaditve celic (PE = ang. plating efficiency) 
(2). Vsako skupino v poskusu smo primerjali s kontrolno in iz razmerja uspešnosti 
nasaditve določili delež preživelih celic (SF = ang. surviving fraction) (3). 
 PE (%) = (nzraslih kolonij / nnasajenih celic)×100                    … (1) 
 SF = PEtretirana skupina/PEkontrola                     … (2) 
 
Poskus smo ponovili trikrat in podatke združili. 
   
Slika 8: Barvanje s kristal vijoličnim barvilom, ki vsebuje etanol, ki fiksira in pobarva 
celice 
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Slika 9: Kolonije celične linije Du145 - levo neobsevane celice, desno obsevane celice (6 
Gy) 
 
Slika 10: Kolonije celične linije PC-3-levo neobsevane celice, desno obsevane celice (6 
Gy) 
18 
 
Slika 11: Kolonije celične linije MC38-levo neobsevane celice, desno obsevane celice (6 
Gy) 
3.4 MIKROSKOPIJA CELIČNIH KULTUR V VIDNEM POLJU 
Plošče s celičnimi kolonijami pobarvanimi pri testu klonogenosti smo slikali na invertnem 
mikroskopu Olympus IX-70 (Slika 12). Slike smo zajeli z barvno kamero Olympus DP72 v 
8 bitnem formatu. Uporabili smo 4× ter 10× objektiv. 
 
Slika 12: Slikanje celic z mikroskopom Olympus IX70 
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4 REZULTATI 
Rezultati so razdeljeni na: izražanje GnRHR mRNA v različnih celičnih linijah in vpliv 
obsevanja v kombinaciji z GnRHR-Gemcitabinom na preživetje celic (preživetje celic 
Du145, PC-3 in MC38). 
4.1 IZRAŽANJE GnRHR mRNA V RAZLIČNIH CELIČNIH LINIJAH 
Dobljene rezultate izražanje mRNA GnRHR dveh celičnih linij humanega raka prostate 
(PC-3 in Du145) ter ene mišje celične linije raka debelega črevesa MC-38, pri kateri smo 
dokazovali, da GnRHR-Gemcitabin ne deluje, smo obdelali in prikazali z grafi (Slika 13). 
 
 
Slika 13: Izražanje GnRHR v celičnih linijah Du145, PC3, MC38 
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S stolpčnim diagramom je prikazano izražanje GnRH receptorja pri različnih celičnih 
linijah. Razvidno je, da je izražanje receptorja GnRHR višje pri celicah humanega raka 
prostate Du145, kot pri celicah PC-3, medtem ko se pri mišjih celicah raka debelega 
črevesa MC38 receptor GnRHR ne izraža. 
4.2 VPLIV OBSEVANJA V KOMBINACIJI Z GnRHR-
GEMCITABINOM NA PREŽIVETJE CELIC 
S pomočjo testa klonogenosti smo določili preživetje celic, ki so ohranile reprodukcijsko 
sposobnost po obsevanju ali po kombinaciji obsevanja z Gemcitabinom ali GnRHR-
Gemcitabinom. Krivulja preživetja celic nam opiše izgubo reprodukcijske sposobnosti 
celic v odvisnosti od doze obsevanja. Na spodnjih grafih (Slika 14, 16, 18) je na 
horizontalni osi prikazana doza v Gy (angl. Gray-merska enota za absorbirano dozo), na 
vertikalni osi pa je prikazan delež preživetja celic. Celice so bile izpostavljene 
ionizirajočemu sevanju (2, 4 in 6 Gy), ter obsevanju v kombinaciji z Gemcitabinom in 
GnRHR-Gemcitabinom. 
4.2.1 PREŽIVETJE CELIC Du145 
 
Slika 14: Krivulja preživetja-celična linija Du145. ** P≤ 0,01. 
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Tabela 1: DMF Gemcitabina ter GnRHR-Gemcitabina pri celični liniji Du145 
DMF pri 0,1 
GnRHR-Gemcitabin 1,21 
Gemcitabin 1,42 
 
Na grafu (Slika 14, 16, 18) krogci, trikotniki in kvadrati predstavljajo deleže preživelih 
celic. Krogci predstavljajo skupino preživelih celic, ki so bile samo obsevane, kvadrati 
predstavljajo preživele celice, kjer sta bila sočasno uporabljena obsevanje in GnRHR-
Gemcitabin in trikotniki preživele celice, ki so bile izpostavljene sevanju in Gemcitabinu. 
Podatki predstavljajo povprečno vrednost +/- SEM. 
V skupini, kjer je bila uporabljena kombinacija obsevanja skupaj z GnRHR- 
Gemcitabinom/Gemcitabinom, je preživelo manj celic kot v skupini, kjer so bile celice 
samo obsevane. Izračunali smo tudi faktor modifikacije doze (angl. Dose Modifying 
Factor) pri 10% deležu preživelih celic, ki ji pri kombinaciji obsevanja z Gemcitabinom 
znašal 1,42, pri kombinaciji obsevanja z GnRHR-Gemcitabinom pa 1,21 (Tabela 1). S tem 
smo potrdili, da imata tako Gemcitabin, kot GnRHR-Gemcitabin radiosenzibilizacijski 
učinek na celično linijo Du145.  
Celične kolonije smo tudi slikali pod mikroskopom. Slike celičnih kolonij celične linije 
Du145 pobarvanih pri testu klonogenosti, slikane na mikroskopu Olympus IX-70 s 4× in 
10× povečavo prikazujejo spodnje slike (Slika 15).  
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Slika 15: Slike kolonij celične linije Du145 pod različnimi povečavami. A)neobsevane 
celice 4× povečava, B)neobsevane celice 10×povečava, C) obsevane celice (6 Gy)4× 
povečava, D) obsevane celice (6 Gy) 10×povečava. Merilo200 µm pri 4× povečavi ter 100 
µm pri 10× povečavi.  
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4.2.2 PREŽIVETJE CELIC PC-3 
 
Slika 16: Krivulja preživetja-celična linija PC-3. ** P≤ 0,01, * P ≤ 0,05. 
Tabela 2: DMF Gemcitabina ter GnRHR-Gemcitabina pri celični liniji PC-3 
DMF pri 0,1 
GnRHR-Gemcitabin 1,53 
Gemcitabin 2,04 
 
V primerjavi z grafom celične kulture Du145 so krivulje preživetja celic strmejše kot pri 
celični liniji Du145, kar pomeni večjo občutljivost celic na obsevanje. 
V skupini, kjer je bila uporabljena kombinacija obsevanja skupaj z GnRHR- 
Gemcitabinom/Gemcitabinom je preživelo manj celic kot v skupini, kjer so bile celice 
samo obsevane. Prav tako smo izračunali tudi faktor modifikacije doze pri 10 % deležu 
preživelih celic, ki ji pri kombinaciji obsevanja z Gemcitabinom znašal 2,04, pri 
kombinaciji obsevanja z GnRHR-Gemcitabinom pa 1,53 (Tabela 2). S tem smo potrdili, da 
imata tako Gemcitabin, kot GnRHR-Gemcitabin radiosenzibilizacijski učinek na celično 
linijo PC-3.  
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Slike celičnih kolonij celične linije PC-3 pobarvanih pri testu klonogenosti, slikane na 
mikroskopu Olympus IX-70 s 4× in 10× povečavo prikazujejo spodnje slike (Slika 17).  
   
    
Slika 17: Slike kolonij celične linije PC3 pod različnimi povečavami. A) neobsevane celice 
4× povečava, B) neobsevane celice 10× povečava, C) obsevane celice (6 Gy) 4× 
povečava, D) obsevane celice (6 Gy) 10×povečava. Merilo200 µm pri 4×povečavi ter 100 
µm pri 10× povečavi.  
 
 
A B 
C D 
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4.2.3 PREŽIVETJE CELIC MC38 
 
Slika 18: Krivulja preživetja-celična linija MC38 
Tabela 3: DMF Gemcitabina ter GnRHR-Gemcitabina pri celični liniji MC38 
DMF pri 0,1 
GnRHR-Gemcitabin ~1,08 
Gemcitabin ~1,3 
 
Iz grafa celične kolonije MC38 je razvidno, da se občutljivost celic kljub GnRHR- 
Gemcitabinu ni povečala. Ker se v celicah raka debelega črevesa ne izraža GnRH receptor, 
vezava ni možna. S tem smo dokazali, da zdravilo ne deluje na te celice. 
V skupini, kjer je bila uporabljena kombinacija obsevanja skupaj z Gemcitabinom je 
preživelo manj celic kot v skupini, kjer so bile celice samo obsevane in pri kombinaciji 
obsevanja z GnRHR-Gemcitabinom. Izračunali smo tudi faktor modifikacije doze pri 10% 
deležu preživelih celic, ki ji pri kombinaciji obsevanja z Gemcitabinom znašal 1,3, pri 
kombinaciji obsevanja z GnRHR-Gemcitabinom pa 1,08 (Tabela 3). S tem smo potrdili, da 
ima Gemcitabin radiosenzibilizacijski učinek na celično linijo MC38, GnRHR-Gemcitabin 
pa ne.  
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Slike celičnih kolonij celične linije MC38 pobarvanih pri testu klonogenosti, slikane na 
mikroskopu Olympus IX-70 s 4× in 10× povečavo prikazujejo spodnje slike (Slika 19).  
     
     
Slika 19: Slike kolonij celične linije MC38 pod različnimi povečavami. A) neobsevane 
celice 4× povečava, B) neobsevane celice 10× povečava, C) obsevane celice (6 Gy) 4× 
povečava, D) obsevane celice (6 Gy) 10× povečava. Merilo200 µm pri 4× povečavi ter 
100 µm pri 10× povečavi. 
  
A B 
C D 
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5 RAZPRAVA 
Namen naše diplomske naloge je bilo ugotoviti ali GnRHR-Gemicitabin deluje kot tarčno 
zdravilo na rakave celice prostate ter ali ga lahko uporabimo kot radiosenzibilizator celic 
raka prostate, ne pa ostalih celic. 
Z eksperimentalno metodo, kjer smo uporabili dve liniji humanega raka prostate (PC-3 in 
Du145) ter eno mišjo celično linijo raka debelega črevesa (MC-38), smo želeli ugotoviti, 
kakšna je reprodukcijska sposobnost celic, ki so bile izpostavljene obsevanju, Gemcitabinu 
in GnRHR-Gemcitabinu. Na eni strani smo celice izpostavili samo obsevanju, na drugi pa 
smo sevanju dodali še Gemcitabin ali pa GnRHR-Gemcitabin. 
Z rezultati smo prikazali, da so celične linije humanega raka prostate (PC-3 in Du145) 
najbolj občutljive na sočasno uporabo obsevanja z Gemcitabinom ali z GnRHR-
Gemcitabinom. Ugotovili smo, da je pri tej kombinaciji (kombinacija obsevanja z 
Gemcitabinom ali z GnRHR-Gemcitabinom) preživelo najmanj celic obeh linij humanega 
raka prostate. Ob uporabi obsevanja kot samostojnega, pa je bilo v primerjavi s 
kombinacijo obsevanja Gemcitabina ali GnRHR-Gemcitabina število preživelih celic dosti 
večje. S tem smo dokazali, da nam dodajane Gemcitabina ali GnRHR-Gemcitabina 
povečuje občutljivost celic linije humanega raka prostate na obsevanje, torej sta oba 
radiosenzibilizatorja 
Ker celične linije mišjega raka debelega črevesa ne izražajo GnRH receptorja, vezava 
GnRHR-Gemicitabina ni mogoča, kar nam pojasni le minimalno povečanje občutljivosti 
celic ob uporabi le tega, medtem ko je kombinacija obsevanja in Gemcitabina povečala 
občutljivost celic MC-38 na obsevanje (DMF 1,3). S tem smo dokazali, da ima 
Gemicitabin radiosenzibilizacijski učinek tudi na celično linijo mišjega raka debelega 
črevesa (MC38), medtem ko ga GnRHR Gemcitabin nima.  
To nas privede do končnega rezultata, s katerim lahko predvidevamo, da bomo z nižjo 
dozo obsevanja ter s souporabo Gemicitabina ali GnRHR-Gemicitabina dosegli isto 
učinkovitost zdravljenja in s tem dosegli manjši stranski učinek na zdrava (ne-tarčna) tkiva 
v okolici tumorja, kot z uporabo višje doze obsevanja brez dodanega Gemicitabina ali 
GnRHR-Gemicitabina, pri čemer bi bila obremenitev zdravega tkiva dosti večja. 
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Našo raziskavo lahko primerjamo tudi z nekaterimi tujimi raziskavami. Če jo primerjamo z 
raziskavo Gnanapragasam et al. (2005), v kateri so in vitro ugotavljali ali ima GnRHa 
neposredno protirakotvorno vlogo pri človeškem raku prostate, lahko ugotovimo podobne 
rezultate, saj so prišli do zaključka, da ima GnRHa močan antiproliferacijski učinek na 
rakave celice prostate. Antiproliferacijski učinek se je pokazal predvsem pri hormonsko 
neodvisnih celicah. V članku Angelucci et al. (2009) so prišli do ugotovitev, da imajo 
analogi GnRH ne samo vpliv na os hipotalamus-hipofiza, temveč imajo tudi neposredni 
učinek na razmnoževanje rakavih celic prostate in vitro, v obliki zaviranja razmnoževanja. 
Zaradi premajhnega števila raziskav na človeškem tkivu, še ni znano, ali so lokalni 
GnRHR pomembni za uravnavanje rasti tumorja in sistemsko zdravljenje raka prostate z 
GnRHR. Pri tej raziskavi so bili pridobljeni podatki, ki dokazujejo prisotnost GnRHR v 
epiteljskem tkivu prostate. S tem so sklepali, da ima uporaba GnRHR potencial za 
usmerjeno terapijo raka prostate ter priporočili nadaljno raziskovanje v tej smeri.  
Z uporabo različnih snovi lahko vplivamo na odgovor celic na ionizirajoče sevanje tako, da 
zmanjšujemo ali povečujemo odgovor na sevanje. Vedno je potrebno pri 
radiosenzibilizaciji preveriti, da povečan učinek sevanja na tumor ne vpliva tudi na 
poškodbo normalnih celic, oz. je potrebno ugotoviti ali se z radiosenzibilizacijo res poveča 
terapevtski indeks. Terapevtski indeks je definiran, kot uspešnost lokalne kontrole rasti 
tumorja pri določeni stopnji poškodbe normalnih tkiv. Ugoden terapevtski indeks lahko 
dosežemo: s frakcioniranim obsevanjem, s sodobnim 3D načrtovanim obsevanjem, s 
konformnostjo visokodoznega območja – moderne tehnike obsevanja, s souporabo 
radiosenzibilizatorjev ali radioprotektorjev (Novaković et al., 2009). 
Z obsevanjem pide do poškodb tako rakavih kot tudi normalnih celic. Radiacijska 
poškodba tkiv in organov je odvisna od več dejavnikov: prirojene občutljivosti celic na 
sevanje, organizacije tkiv in števila delečih celic (Serša et al., 2018). Z uporabo 
radiosenzibilizatorjev se poveča učinkovitost obsevanja, saj ti izboljšajo občutljivost celic 
na obsevanje. Z uporabo tarčnih radiosenzibilizatorjev pa lahko radiosenzibiliziramo samo 
rakave celice ne pa zdravih celic, kar smo tudi pokazali v naši raziskavi. 
Z izvedbo eksperimenta smo ugotovili, da bi pri raku prostate lahko dobili isto učinkovitost 
zdravljenja ob nižji dozi obsevanja, če bi obsevanje kombinirali z GnRHR-Gemcitabinom, 
kar pomeni, da bi dobili manjši učinek obsevanja na ne-tarčna tkiva, ki ležijo okoli 
tumorja. 
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6 ZAKLJUČEK 
Rak prostate je bolezen, ki se v modernem času pojavlja vedno pogosteje. Uvrščamo ga 
med najpogostejše rake pri moških. Prav zaradi njegove pogostosti si strokovnjaki 
različnih področij prizadevajo k odkrivanju novih zdravil, ki bi v čim večji meri delovala 
na rakavo tkivo, ga uničevala, pri tem pa bi zdrava tkiva ostala čim manj poškodovana. S 
tem bi zmanjšali neželene stranske učinke zdravljenja in zagotovili čim boljšo kakovost 
življenja po ozdravitvi. 
Cilj našega diplomskega dela je bil ugotoviti ali je GnRHR-Gemcitabin lahko tretiran kot 
tarčno zdravilo, ter kakšno je njegovo delovanje na rakave celice ter ostale celice v telesu. 
Z raziskavo, kjer smo izpostavili dve celični liniji humanega raka prostate (PC-3 in Du145) 
ter mišjo linijo celic raka debelega črevesa obsevanju, Gemcitabinu ter GnRHR-
Gemcitabinu, smo želeli ugotoviti, ali se bo radiosenzibilnost celic povečala, če rakavim 
celicam poleg obsevanja dodamo še Gemcitabin ali GnRHR-Gemcitabin. 
Ugotovili smo, da so celične linije humanega raka prostate (PC-3 in Du145) občutljive na 
sevanje, njihova radiosenzibilnost pa se še dodatno poveča ob kombinaciji obsevanja z 
Gemcitabinom ali GnRHR-Gemcitabinom. S kombinacijo obsevanja z Gemcitabinom 
dosežemo radiosenzibilizacijo celic. Celice so tako bolj občutljive na samo sevanje, 
rezultat tega pa se kaže v manjšem številu preživelih rakavih celic. Tudi pri mišji celični 
liniji raka debelega črevesa (MC38) smo ugotovili, da so celice občutljive na sevanje ter, 
da Gemcitabin poveča radiosenzitivnost celic MC-38, medtem ko GnRHR-Gemcitabin ne 
poveča radiosenzitivnosti celic MC-38. Do tega pride zato, ker se v celicah MC-38 ne 
izraža GnRH receptor, kar prepreči vezavo GnRHR-Gemcitabina ter njegov posledičen 
vstop v celice. 
Če bi raziskavo ponovili, bi namesto mišje celične linije raka debelega črevesa MC-38 
uporabili primarne celične kulture zdravih celic ali pa imortiralizirane celične kulture 
zdravih humanih celic, kar bi predstavljajo boljši model za tarčno delovanje GnRHR-
Gemcitabina. 
S pomočjo raziskovanja in eksperimentov razvijamo nove metode ter širimo spekter 
možnosti zdravljenja raka, kar je zelo pomembno za napredek zdravstva, povečanja števila 
zazdravljenih rakov ter izboljšanja same kakovosti življenja po prebolelem raku. Večje kot 
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bo število raziskav v tej smeri, večja bo izbira možnosti zdravljenja ter večja možnost 
ozdravitve. Namen predkliničnih raziskav je potrditi varnost in učinkovitost novih načinov 
oz. zdravil za zdravljenje raka. Šele po temeljitem testiranju v laboratoriju (in vitro in in 
vivo) lahko zdravniki uporabijo to novo zdravilo ali način zdravljenja na bolnikih. Z 
razvojem znanosti se zdravljenje spreminja in dopolnjuje. Z boljšim razumevanjem 
delovanja rakavih celic pa bomo raka v bodoče morda znali preprečiti. 
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